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論文内容要旨
 K研究目的遇
 自然気胸や肺手術時に生じる再伸展性肺水腫,および肺移植後早期に発生する
 reimplantationresponseと呼ばれる肺水腫などは再灌流性肺障害に起因する病態と考えられて
 いるが,近年培養血管内皮細胞を用いた研究で,血管内の低酸素状態が再灌流性障害の一因をな
 すと考えられるようになってきた。また,επoεθoで低酸素曝露が肺血管の透過性を亢進させ,
 多形核白血球の肺への集積をもたらすことが報告されている。これらのことから,低酸素状態が
 肺障害をもたらし,この機序に好中球が関与することが推測される。そこで著者はラット摘出灌
 流肺を用いて急性低酸素曝露による肺障害モデルを作成し,この機序における好中球と肺血管内
 皮細胞の相互作用,特に細胞接着の役割について検討した。
 匿研究方法及び結果遇
 ラットから心肺を摘出後,6%アルブミン加Krebs-Henselei七液で肺を灌流し,灌流圧を3cm
 H,0上げたときの肺重量増加から濾過係数を算出して肺血管透過性の指標とした。摘出潅流
 肺の低酸素曝露は灌流液,及び気道内をanoxicgas(5%CO・,95%N・)に晒すことにより
 行い,PO、≦30mmHgを低酸素状態とした。灌流実験終了後の好中球の肺内への集積は
 Myeloperoxidaseassay(MCLA-CL法)による最大発光強度で評価した。好中球は健康成人よ
 り採取した全血より,多形核白血球分離用媒体を用いて単離したものを用いた。低酸素曝露に
 よる肺障害の発症機序への好中球一血管内皮細胞間の細胞接着の寄与について,好中球上の接着
 因子であるLFA-1,Mac-1,p150,95の低酸素曝露による発現増強の有無をflowcytometry
 により観察し,ラット肺血管内皮細胞のICAM4の発現を免疫組織染色により行った。また,
 抗ヒトCDi8モノクローナル抗体により肺障害の抑制効果を検討した。濾過係数(filtrationco-
 efficient:K:mg・min一'・cmH20一!・g-1)は正常酸素状態に比して低酸素状態では変化は
 なかったが(7.34±2.60,7.76±3.20),加えて好中球を投与(灌流液中25/μL)することで,
 濾過係数は有意に上昇した(28.83±1LO5;P<0.05)。このとき肺への好中球集積を示す最大発
 光強度(kcpm)は正常酸素肺に比較し低酸素曝露肺で有意に高値であった(9.37±2.28,29.78
 ±10.74;P<0.05)。低酸素下にincubateした好中球において,CD18,CDllbの発現増強を認
 めたが,CDlla,CDllcの発現に変化はなかった。免疫組織染色においては,低酸素曝露肺の
 血管内皮細胞におけるICAM-1の発現増強はとらえられなかった。しかし,低酸素曝露肺にお
 いてはhighendothelialvenule(HEV)様の血管が観察された。抗ヒトCD18モノクローナル
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 抗体は摘出灌流肺の低酸素曝露による血管透過性の亢進を抑制し(K:8.15±3.82mg・min-1・
 cmH20-1・g司),好中球の肺への集積を阻害した(最大発光強度:1L58±2.37kcpm)。今回の
 実験によって,(1)摘出潅流肺を用いて低酸素曝露による肺障害モデルを作成することができた。
 (2)低酸素による好中球のMac-1(CDIlb/CD18)発現増強があり,(3)さらに低酸素曝露肺で抗ヒ
 トCD18モノクローナル抗体により肺血管透過性亢進の抑制と肺への好中球集積が阻害されるこ
 とが示された。以上の結果から,低酸素性肺障害の発生機序において好中球と血管内皮細胞の接
 着が重要な役割を持つことが示唆された。また,低酸素曝露肺にHEV様血管が観察されたこと
 より,低酸素刺激は肺血管内皮細胞に影響を及ぼしていることが推測された。低酸素に曝露され
 た血管内皮細胞からのPAF産生が知られていることから,低酸素状態の血管内皮細胞が血管内
 の好中球を刺激し,血管内皮細胞への接着,及び接着後の血管透過性亢進に影響を及ぼしている
 可能性が考えられた。
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 審査結果の要旨
 本研究は急性低酸素曝露による肺障害の発生機序の解明を目的として,ラット摘出灌流肺を用
 いた低酸素性肺障害モデルを作成するとともに,肺障害の発生機序における好中球と血管内皮細
 胞間の相互作用,特に細胞接着の役割について検討したものである。本研究を通して以下の実験
 事実を得ている。
 ①ラット摘出灌流肺において,灌流液を低酸素化し,加えてヒト好中球を灌流渡に投与するこ
 とにより濾過係数は上昇し,肺血管透過性の亢進が認められた。
 ②潅流実験後の肺組織中のmyeloperoxidaselevelを調べることにより,①の条件下で,肺へ
 の好中球集積を示す結果が得られた。
 ③これらはいずれも正常酸素下では認められなかった。
 ④ヒト好中球を低酸素下にincubateすると,CDllb/CD18の蛍光強度の増強がフローサイト
 メーターにより示され,Mac4の発現増強が認められた。
 ⑤抗CD18抗体により①,及び②の現象が抑制された。
 ⑥免疫組織染色法による観察では,肺組織でのICAM-1の発現は正常酸素下でも認められ,
 低酸素曝露による発現増強は認められなかった。しかし,低酸素曝露肺ではHEV(highend-
 othelialvenule)様の血管内皮細胞が認められ,低酸素刺激に血管内皮細胞が反応したものと考
 えられた。
 以上の実験結果から,低酸素曝露による肺血管透過性亢進の機序に,接着因子を介した好中球
 一血管内皮細胞間の相互作用が存在することが示唆される。低酸素曝露と接着因子の発現に関
 して,ヒト培養血管内皮細胞などを用いた研究成績は種々報告されているが,本研究はそれらin
 vitroの現象とexvivoの低酸素性肺障害モデルを結び付けた点が独創的であり,さらに低酸素
 曝露による好中球上のMac-1発現増強は新しい知見である。さらに,本研究で示した低酸素性
 肺障害は炎症と同様の反応を呈するが,その反応に合目的性が認められないことから,生体反応
 における新たな問題点を提起する研究結果であると評価される。これらのことから,本論文が学
 位論文に値するものであると考えられる。
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